
肿瘤是机体在各种异常因素作用下产生的新生

物，其中恶性肿瘤为医疗界的一大难题，它严重威胁

人类的生命健康，是全球发病率和死亡率的主要原

因之一，其中50岁以上女性乳腺癌发生率为80%以

上。据统计，在目前已知的各种恶性肿瘤中，由于绝

大多数患者对该病不够重视，社会科普体系不健全

及医院早期诊断、治疗机制不完善等客观因素无法

在短时间内解决，也在很大程度上增加了恶性肿瘤
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【摘要】目的 探讨二肽酶1（dehydropeptidase-1，DPEP1）基因表达载体的构建及DPEP1蛋白在肿瘤细胞中的过表达情况

及其影响。方法 将DPEP1全长基因PCR扩增，EcoR V和Nhe I双酶切后克隆入带有同样双酶切pcDNA5/FRT/TO表达载

体，并获取 pcDNA5/FRT/T0/DPEP1，筛选阳性克隆，Sanger 测序确证。扩增 pcDNA5/FRT/T0/DPEP1 质粒并将其转染入

BT549细胞系，获得DPEP1过表达，借助Western blot、CCK-8等实验技术分析其表达及影响作用。结果 成功构建了DPEP1
的过表达载体，转染肿瘤细胞株，并获得DPEP1过表达蛋白，目的蛋白表达明显升高，其过表达的条带灰度约为阴性对照的20
倍。结论 研究的成功实施为将来阐明DPEP1基因在肿瘤中的作用及机制奠定了实验基础。
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【Abstract】Objective To explore the construction of dipeptidase 1（DPEP1）gene expression vector，and to
investigate the overexpression of DPEP1 protein in tumor cells and its impact. Methods Polymerase chain reaction
was used to amplify the DPEP1 full-length gene，and EcoR V and Nhe I were used to perform the double-enzyme
digestion. Then the digested products were cloned into the same double enzyme-digested pcDNA5/FRT/TO expres⁃
sion vector to obtain pcDNA5/FRT/T0/DPEP1. The positive clones were screened out and verified using Sanger se⁃
quencing. After that，the pcDNA5/FRT/T0/DPEP1 plasmid was amplified and transfected into cell line BT549 to ob⁃
tain DPEP1 overexpression. Western blot，Cell Counting Kit-8，and other experimental techniques were used to an⁃
alyze its expression and influences. Results The overexpression vector for DPEP1 was successfully constructed and
transfected into the tumor cell line，and the DPEP1 overexpressed protein was obtained. The target protein had sig⁃
nificantly up-regulated expression，and the overexpressed band had an intensity about 20 times that in the negative
control. Conclusion The successful implementation of this study lays an experimental foundation for understanding
the role and mechanism of action of DPEP1 gene in tumors in the future.
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的病死率[1-3]。同时由于肿瘤的致病因素、易感基因、

肿瘤转移、相同肿瘤的不同类型和血管生成机制等

与该病有关的各种因素尚未完全清楚[3]，也在某种程

度上阻碍了上述各种客观因素的有序推进。

值得注意的是，既往研究中所构建二肽酶1（de⁃
hydropeptidase-1，DPEP1）基因表达载体研究与

DPEP1蛋白表达相关研究 [4]，揭示DPEP1的某些生

物学新功能与大肠癌、结肠癌中呈高表达的同时还

与其癌症病理标本和负相关参数的侵略性和不良预

后均有密切相关。DPEP1可能通过降解基质屏障来

促进细胞迁移和血管生成 [5]。同时也有研究证实，

DPEP1的这种新生物学特性在肿瘤的癌细胞转移、

侵袭中也存在。既往研究还证实[6]，肿瘤细胞侵袭性

也会受 DPEP1的过度表达抑制，吉西他滨（gem⁃
citabine），一种化学治疗剂，治疗时的敏感性也会在

DPEP1的影响下递增，表皮细胞生长因子（epider⁃
mal growth factor，EGF）治疗可减少DPEP1表达。

DPEP1基因（NM_004413.4）属于肽酶 M19家

庭，它定位于人类染色体16q24.3。DPEP1长度为28 233
碱基对，含 9个外显子和 8个内含子；它编码 411氨
基酸，预测分子量为45 674道尔顿。

研究DPEP1调控蛋白水平、稳定性和在肿瘤癌

细胞转移、侵袭中的作用，对拓展肿瘤新的治疗靶

点、靶标等具有重要意义，也可为肿瘤的实验研究提

供有价值的参考。

1 材料与方法

1.1 主要材料、试剂与仪器

1.1.1 试剂试剂 DMEM培养基、RPMI 1640培养基、胎牛

血清（fetal bovine serum，FBS）和Opti-MEM培养基购

自 GIBCO公司；EcoR V和 Nhe I购自 BIO-RAD；
DPEP1质粒购自上海吉凯基因化学技术有限公司；

One-Step RT-PCR Kit及PCR产物回收试剂盒（德国

QIAGEN公司）、Taq plus DNA聚合酶（上海生工生物

工程公司）、Trizol试剂盒（美国 Invitrogen公司）、Cell
Counting Kit-8试剂盒（CCK-8）购自日本同仁化学

研究所等，其他试剂盒则参照使用说明书。载体pcD⁃
NA5/FRT/TO、大肠杆菌 DH5α、HEK-293细胞系、

HeLa细胞系、MDA-MB-231细胞系、BT549细胞系、

潮霉素B、氨苄青霉素由本实验室保存。

1.1.2 主要仪器主要仪器 荧光倒置显微镜（日本Olympus公
司，型号：IX81）、超低温冰箱（美国Thermo公司）、高

速冷冻离心机（美国 Thermo公司）、荧光实时定量

PCR仪及PCR分析仪（美国ABI公司）、BIO-RAD双

向电泳分析系统（美国伯乐公司，型号：Bio-Rad
Mini-protean Tetra cell）、全波长酶标仪（美国Thermo
公司）等。

1.2 方法

1.2.1 实验步骤实验步骤 设计实验方案（见图1）后按相关步

骤开展各项实验。①应用 Primer Express 2.0软件设

计DPEP1（NCBI基因库序列号：NM_004413）引物和

探针获取DPEP1的 cDNA序列（见表 1）。②实验步

骤：以已有DPEP1 cDNA基因为模板进行高保-聚合

酶 链 反 应（polymerase chain reaction，PCR）扩 增

DPEP1全长基因。将 pcDNA5/FRT/T0表达载体用

EcoR V和Nhe I双酶切消化后与相同内切酶消化的

DPEP1连接，并获取 pcDNA5/FRT/T0/DPEP1。接着

进行阳性克隆筛选以获得阳性克隆。最后转染细胞

系过表达，并应用Western blot检测DPEP1的表达情

况。

图1 研究方案的基本流程图

表1 DPEP1引物序列表

PCR引物名称

DPEP1-5EcoRV

DPEP1-3BamHI

序列

5’- GCTGGATATCTGGAGCGGATGGTGGCTG -3’

5’- GCTGGATCCCAGGAGAGACAGACAGAG -3’

1.2.2 PCRPCR扩增及克隆扩增及克隆 ①反应条件：95 ℃预变性

1.5 min，94 ℃ 40 s、65 ℃ 30 s、72 ℃ 2 min进行 35个
循环，接着在 72℃条件下延伸 2 min，16 ℃保存。②
PCR产物纯化：所有的PCR产物均经EcoR V、Nhe I
双酶切后胶回收纯化处理，然后连入载体并转化至

大肠杆菌DH5α中并随机挑选克隆提质粒和电泳，鉴

定并将初筛的阳性克隆菌液进行基因测序（Sanger
测序法）。重组质粒命名为pcDNA5-DPEP1。
1.2.3 DPEPDPEP11 质 粒 的 扩 增 和 提 取质 粒 的 扩 增 和 提 取 将重组质粒

DPEP1克隆于氨苄青霉素阳性的LB（Luria-Bertani）
培养基（37 ℃）中过夜，培养结束后提取质粒。进行琼
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脂糖电泳检测质粒提取质量。

1.2.4 细胞转染及构建细胞系细胞转染及构建细胞系 将在含有完全培养

基 DMEM，10%胎牛血清的 12孔培养基中培养的

HeLa和BT549细胞密度达到 70%左右时，采用脂质

体转染法将构建的 pcDNA5-DPEP1质粒和 pcDNA5
质粒分别共转染细胞。取3支已灭菌1.5 mL离心管，

向各管分别加入OPTI-MEM、质粒、空质粒，再按顺

序分别加入 Lipofectamine™ 3000、P3000™、P3000™
后，室温静置 10 min，再将含有 Lipofectamine™ 3000
混合液均分至另外两支管并混匀，室温静置10 min。
处理细胞后，加入50 μL OPTI-MEM培养基，再缓慢

加入已静置 10 min的 DNA-Lipofectamine™ 3000复
合物，水平前后左右轻轻推动培养板各 2次混匀并

在培养板上做好标记后，将培养板放置在 37 ℃ CO2
孵育箱中培养。培养6 h后，吸出培养液，每孔加入含

有 10%胎牛血清的培养基 1mL；观察细胞情况，第 2
~ 3 d将细胞传代[7-13]。潮霉素B筛选细胞系，获得潮

霉素B抗性细胞系。

1.2.5 蛋白质免疫印迹杂交蛋白质免疫印迹杂交（（Western BlotWestern Blot）） 将细胞

蛋白裂解液进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro⁃
pheresis，SDS-PAGE），10%分离胶，5%浓缩胶，蛋白

质电泳至聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidene fluoride，
PVDF）上，5%脱脂牛奶封膜，摇床 1.5 h，分别加入

FLAG或DPEP1和HSP70抗体（1∶5 000），摇床 4 ℃
过夜；再用 1 × TBST洗膜 3次，10 min/次。用显影液

在凝胶图像成像仪曝光，从而用 FLAG抗体和

DPEP1抗体分别检测DPEP1蛋白是否成功过表达。

HSP70作为内参蛋白[11-15]。

1.2.6 CCK-CCK-88法检测过表达细胞系法检测过表达细胞系 CCK-8是Cell
Counting Kit-8的简称。将转染细胞按 70%左右的密

度接种到96孔板，100 μL/孔。DPEP1质粒组、空质粒

组、对照组、空白组均设置 7个平行孔，24 h后加入

10 μL/孔的CCK-8溶液，培养 2 h后，置于全长酶标

仪450 nm处测各孔的吸光度（OD值）[16-18]。

1.3 统计学方法

本实验数据通过SPSS 20.0软件分析，定量资料

用（x ± s）表示，样本均数比较采用 t检验，计数数据

比较采用χ2检验，P < 0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DPEP1 cDNA扩增

以DPEP1基因的 cDNA作为模板，高保真 PCR
多聚酶扩增，获得DPEP1基因片段，再经用EcoR V
和Nhe I双酶切消化后和纯化，获得用于克隆中连接

所需要的纯化DPEP1片段。

2.2 鉴定重组质粒pcDNA5-DPEP1
采用PCR检测和EcoR V和Nhe I双酶切消化与

相同内切酶消化的DPEP1重组质粒pcDNA5-DPEP1，
获得 pcDNA5/FRT/TO/DPEP1，得到与理论片段相符

的 1个质粒。图 2A是阳性克隆经 PCR鉴定结果（黑

色箭头标示所扩增的开放阅读框片段大小）；图 2B
是阳性克隆经 EcoR V和Nhe I双酶切鉴定的结果

（红色箭头标示所酶切的 DPEP1片段）。然后进行

Sanger测序分析，该基因的 Sanger测序分析证明其

与DPEP1（NCBI基因库序列号：NM_004413.4；1 233
bp）序列一致（结果未显示）。

注：A 泳道1为阳性克隆，泳道2为阴性克隆；B泳道1为酶切后重组成功的质粒，泳道2为重组成

功的质粒，泳道3为酶切后的载体，泳道4为酶切后的DPEP1质粒

图2 DPEP1基因阳性克隆的PCR（A）和酶切鉴定（B）
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2.3 DPEP1蛋白过表达分析

构建过表达 DPEP1质粒 pcDNA5-DPEP1并成

功构建稳定细胞系 BT549，提取蛋白进行Western
blot分析，结果显示我们成功地检测到DPEP1蛋白

的过表达（图 3A，通道 1和 2），而阴性对照无表达

（图 3A，通道 Ctrl）。经对目的蛋白DPEP1过表达的

WB条带灰度值进行分析，通道1的值约是通道对照

组（ctrl）的 20.16倍，通道 2的值约是 ctrl的 18.13倍
（图3B）。DPEP1蛋白过表达成功证明建立了稳定表

达细胞系。

注：A 泳道Ctrl为阴性对照组，泳道1为过表达-1组，泳道2为过表达-2组

图3 DPEP1蛋白的过表达及WB条带灰度分析

2.4 DPEP1的生长分析

过表达DPEP1细胞系进行CCK-8检测，BT549
过表达组吸光度与其他转染组细胞系进行吸光度分

析。其结果以不同组为横坐标、OD值为纵坐标作柱

状图显示（图 4）。DPEP1过表达组与非DPEP1过表

达对照组、空载体质粒组之间的OD值差异不大（分

别为P = 0.054，P = 0.092，P = 0.87），无统计学意义

（P > 0.05），证明DPEP1对肿瘤细胞生长无影响。

注：空白组为不包含肿瘤细胞的组；对照组为非DPEP1
过表达对照组；质粒组为空载体质粒组；DPEP1 质粒组为

DPEP1过表达组

图4 DPEP1质粒转染细胞的OD值柱状图

3 讨论

据统计，在导致乳腺癌发生的各种危险因素（如

未婚，未育，晚育，未哺乳等）中经期的早（月经初

潮 < 12岁）、迟（绝经 > 55岁）尤显著，结肠癌主要以

腹胀、消化不良、排便习惯改变等消化道症状为主，

而子宫颈癌中的阴道不规则流血、排液、疼痛为主要

表现，妇科检查可见宫颈糜烂、溃疡或菜花状新生物

尤为突出，当然与肿瘤相关的突变基因、易感基因对

其有调控作用，机体携带与相关基因也是可能存在

的潜在危险[19-23]。乳腺癌是最常见的癌症，也是全世

界各地女性因癌症致死的主要原因以及诊断频率最

高、根治性差的癌症[18-19]。对于恶性肿瘤的发病机制

及对恶性肿瘤未来的治疗方向，主要是将促使癌症

发生、发展、转移的基因和途径与在其发展中不发挥

作用的基因和途径进行区分，及新型靶向治疗的研

究，而DPEP1的研究作为目前肿瘤生物医学研究领

域中探讨乳腺癌致病因素及治疗新切入靶点之一，

有其研究的必要性与迫切性。

作为肽酶M19家庭的重要成员之一的DPEP1，
临床上又将其称作神二肽酶或膜二肽酶、微粒体二

肽酶。既往研究表明[24-27]，DPEP1在结肠癌、大肠癌等

癌组织中的表达情况均显著高于正常组织，其表达

随病理分化程度的降低而降低，也随淋巴结和远处

转移情况的下降而下降。研究发现，即使DPEP1在
结肠癌、大肠癌等癌组织中呈低表达，但其整体预后

效果不是非常显著，当然这在那些根治性手术患者

中依旧如此[13，28-30]。

本文以DPEP1的 cDNA基因作为模板，高保真

A B
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PCR多聚酶扩增而获得 DPEP1基因片段，再用

EcoR V和 Nhe I双酶切消化和纯化，最终获得的

DPEP1 cDNA基因序列与DPEP1（NCBI基因库序列

号：NM_004413）序列相符。且重组DPEP1蛋白后获

得了与理论片段相符的质粒。而在RAPD技术肿瘤

组织分析中也发现，乳腺癌中的DPEP1表达有显著

的异常扩增特征 [26-31]，提示DPEP1可能影响肿瘤患

者的癌细胞的侵袭性而改变寄主细胞原有的性状或

癌细胞的产生提供便利，以及癌细胞的转移起到促

进作用，这可能与DPEP1蛋白在肿瘤细胞中存在过

表达现象有关[7，20，29]。在分子生物学研究中，通常需要

基因/蛋白质的所需表达[26]。上述研究均证实，DPEP1
蛋白在肿瘤细胞中能显著的过表达现象。而既往研

究 [32-34]中的DPEP1 cDNA（结直肠上皮内癌变组织）

和蛋白表达情况与病理特征对比分析也发现，二者

的表达趋势有显著的一致性，且DPEP1蛋白水平越

高其癌变组织发生癌变的可能性也越高。同时也有

研究表明 [35-36]，DPEP1的过表达通过激活 PI3K/Akt/
mTOR使原本沉默的DPEP1在肝母细胞瘤中起到癌

基因的作用。肿瘤癌变进程中表观遗传学的变化能

引起抑癌基因失活与原癌基因活化，对不同肿瘤的

发生发展、侵袭转移起关键性作用[7，37-41]。结合上述研

究可以推断，肿瘤患者的DPEP1表达量升高是随着

肿瘤病变的发生、发展而逐渐发生转变的，DPEP1表
达在乳腺癌的肿瘤演进机制中发挥了重要作用。

DPEP1在恶性肿瘤的瘤变过程中存在显著的过表达

特征，且影响肿瘤细胞的侵袭性。

综上所述，此次实验成功构建DPEP1过表达载

体并成功构建乳腺癌BT549稳定细胞系，并检测到

了 DPEP1蛋白过表达，对下游调控信号通路及

DPEP1功能的研究可能非常有用。推测DPEP1在恶

性肿瘤的病变过程中可能诱导正常细胞转变为癌细

胞，可能是恶性肿瘤潜在的一个新治疗靶点。但仍需

更多的研究予以证实，而本研究为将来阐明DPEP1
基因在肿瘤中的作用及机制奠定实验基础。

4 结论

本研究成功构建了DPEP1的过表达载体及稳

定细胞株，并获得DPEP1蛋白的过表达。该研究的

成功实施为深入阐明DPEP1在肿瘤中的作用机制

奠定了前期实验基础。
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